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INTRODUCAO

O adenoma hipofisario (AH) é uma neoplasia originada das células epiteliais glandulares da hipéfise, sendo que o AH
corresponde a 15% dos tumores intracranianos e é mais frequente em mulheres de 30 a 60 anos, segundo a Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS) [1]. Os AHs podem ser classificados de diferentes formas, com base em dados de neuroimagem, clinicos,
laboratoriais e histoldgicos.

Dentre as classificacbes de AHs, considerando-se imagens de ressonancia magnética de cranio (RMC), as lesdes sdo
classificadas de acordo com o seu tamanho. Uma das classificacbes baseia-se na apresentacdo clinica do AH, ou seja, funcionante
ou ndo-funcionante. Na forma ndo-funcionante, as células tumorais ndo secretam hormdnios ou os horménios secretados nao
determinam manifestac&o clinica. J& na forma funcionante, as células neoplésicas secretam horménios que determinam um quadro
clinico conforme o tipo de horménio produzido. Ademais, 0os horménios produzidos pela neoplasia sdo 0s mesmos secretados
pelas células normais. Neste sentido, também é possivel classificar os AHs de acordo com o tipo de horménio liberado em excesso.

Em 2017, a OMS atualizou os critérios de classificagdo dos AHs, adicionando a informacéo sobre a linhagem celular do
tumor como um guia para sua categorizacdo [2,12]. Desse modo, os fatores de transcricdo responsaveis pela diferenciacéo e
maturacao das linhagens das células neuroenddcrinas da bolsa de Rathke assumiram uma posicdo relevante para o diagndstico
dos AHs [2]. Os principais s&o: fator de transcricdo pituitario - especifico positivo (PIT-1), o qual participa da diferenciagdo das
linhagens somatotréfica, lactotrofica e tireotrofica; fator de transcricdo da familia T-box (T-PIT), associado com a diferenciacéo
corticotréfica; e o fator esteroidogénico 1 (SF-1) que se relaciona com a diferenciagdo gonadotréfica [2]. Assim, atualmente, a
classificacdo do tipo de AH se baseia no hormonio sintetizado pelo tumor e na expressdo do fator de transcrigdo da linhagem
celular neoplésica [2,12]. Dessa forma, as lesdes podem ser classificadas do ponto de vista morfofuncional como adenomas
somatotroficos, lactotréficos, tireotroficos, corticotréficos e gonadotroficos [3].

Os AHs podem apresentar sinais e sintomas clinicos em fungdo do crescimento tumoral, bem como secundarios a hiper
ou hiposecre¢do hormonal [4]. As manifestagBes hormonais mais comuns sdo: sindrome de Cushing (excesso de secre¢édo de
ACTH), acromegalia (hipersecrecdo de GH) e hiperprolactinemia (secrecéo excessiva do horménio prolactina), sendo que 53%
dos adenomas sdo produtores de prolactina, 12% de GH e 4% de ACTH. Além disso, 30% dos tumores sdao ndo funcionantes, ou
seja, seus portadores ndo apresentam manifestacdo clinica associada ao horménio produzido pelo tumor. Particularmente, a
maioria dos AHs ndo-funcionantes sintetizam FSH e/ou LH [11,12].

Concomitantemente ao crescimento do AH, podera haver invasao do seio cavernoso e expansao pela sela tdrcica. Neste
contexto, o grau de crescimento e de invasdo tumoral podem ser determinados por meio da RMC e tomando-se por base as
classificagdes de Knosp e de Hardy [6,19]. Além disso, o tumor pode ser classificado conforme o comprometimento de estruturas
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adjacentes, a saber: dura-mater, seios paranasais, seios cavernosos e artéria carétida interna. Tal comprometimento refletiria a
capacidade invasiva da lesdo e pode ser graduado também por meio das escalas mencionadas acima [16,17]. Particularmente, os
maiores graus na classificacdo de Knosp (grau 3 ou 4) estariam associados a maior agressividade tumoral, refletindo em mais
dificuldade para ressecgdo cirdrgica completa. Assim, um maior grau nesta classificacdo implicaria maior chance de ocorréncia
de lesdo residual, e consequentemente, favoreceria a recidiva neoplasica [5,6,7,10].

Jé a classificacdo de Hardy avalia a invasao tumoral selar e suprasselar (Quadro 3). Especificamente, tumores invasivos
na classificacdo de Hardy sdo considerados como grau Il ou IV. Por sua vez, as extensfes suprasselar e parasselar ndo sao
consideradas sinais radiol6gicos de invaséo [6,19].

Outro parametro usado para inferir a agressividade tumoral é a avaliagdo da imunomarcagdo para a proteina p53. Tal
proteina é um marcador tecidual associado a proliferacdo celular, cuja validade para indicar agressividade em AH tem sido
discutida [20]. Especificamente, a proteina p53 tem papel de supressdo de crescimento tumoral, sendo que, em condigdes
adversas, é ativada e interrompe o ciclo celular [21, 22, 23]. Por outro lado, mutagdes no gene que codifica a proteina p53
determinam perda de funcéo, diminui¢do de seu turnover e acumulo intranuclear [21,22]. Tal acimulo pode ser detectado por
meio de técnica imuno-histoquimica. Trouillas et al propuseram relevancia progndstica para a proteina p53, quando o nimero de
nucleos fortemente positivos é maior que dez / 10 CGA [15, 20, 24]. No entanto, a importancia da proteina p53 para indicar
agressividade tumoral ainda é debatida no caso dos AHs, uma vez que sua detec¢do tem sido apresentada na literatura de forma
subjetiva e, portanto, de dificil reprodutibilidade [12,25,26].

A proteina Ki-67 também é um marcador de proliferacao celular, sendo que alguns autores verificaram imunopositividade
para esta proteina maior que 3% de nlcleos em lesdes mais agressivas [8,9,21]. Por outro lado, a relagéo entre o percentual de
células positivas para Ki-67 e maior recidiva neoplasica ainda € controversa como fator progndstico. De fato, maior nimero de
figuras de mitoses, parece corresponder a adenomas mais agressivos [13,14,15]. Segundo Trouillas et al, duas figuras de mitose
em 10 campos de grande aumento (CGA) pode ser considerado um valor elevado [15,20,24]. Além disso, ha indicios de que
existe uma correlagdo entre tumores mais agressivos (de maior grau na classificagdo de Knosp) com a maior frequéncia de nucleos
positivos para Ki-67, bem como com o maior nimero de figuras de mitose [8,9].

O tratamento para o AH pode ser clinico, cirdrgico e/ou radioterapico. Especificamente, o AH produtor de prolactina
geralmente ¢ tratado de forma clinica, através do uso de cabergolina ou bromocriptina (ambos agonistas de dopamina). Ja os
adenomas secretores de GH ou de ACTH, de forma geral, sdo abordados por meio da ressecgao cirtrgica e do uso medicamentos.
No caso do tumor secretor de GH podem ser usados analogos de somatostatina, agonistas dopaminérgicos e pegvisomanto, um
antagonista do receptor de GH, sendo que, no tumor secretor de ACTH, podem ser utilizados um blogqueador de sintese de cortisol
como o cetoconazol, a mifepristona, um antagonista da acdo do cortisol, o pasireotide, analogo da somatostatina de segunda
geracao e agonistas dopaminérgicos para o controle tumoral. No caso do AH clinicamente ndo funcionante, € mais comum optar-
se pela abordagem cirdrgica endoscopica, pois tal procedimento aumenta as chances de ressecgdo total do tumor e de preservagao
do campo visual [26]. Por sua vez, a radioterapia é usada para lesGes cuja resseccao foi parcial, individuos com contraindicacdes
para cirurgia ou ap6s outras abordagens sem sucesso [18].

Assim, no presente estudo, serdo investigadas eventuais associacdes entre achados macroscopicos de neuroimagem,
microscopicos e de imunomarcagdo em AHs tratados em centro de referéncia brasileiro e classificados conforme os critérios
propostos pela OMS em 2017. A escassez de dados na literatura nacional e internacional sobre AHs classificados em funcéo de
tais critérios, bem como sobre as associacdes patologicas, radioldgicas e clinicas que serdo investigadas, justificam o presente
estudo. Especificamente, serdo considerados (i) os graus conforme as classificacbes de Knosp e Hardy e (ii) os seguintes achados
histol6gicos sugestivos de agressividade: contagem de figuras mitéticas, bem como percentual de nicleos imunomarcados para
p53 e Ki-67. A hipotese é de que AHs com maiores graus nas classificagdes de Knosp e Hardy apresentem caracteristicas
microscopicas que sugiram comportamento local mais agressivo e apresentem pior prognoéstico.

METODOLOGIA

Foram estudados 27 individuos (n=27) divididos em dois grupos: (i) controle, composto por 6 individuos (n=6) e (ii)
casos de adenomas hipofisarios, composto por 21 individuos (n=21). Como controle, foram utilizadas amostras da hipéfise de
individuos adultos submetidos a necropsia no HC/Unicamp e sem histérico de AHs. O material dos AHs foi obtido a partir de
casos de individuos tratados no HC/Unicamp, tendo sido submetidos & cirurgia e resseccdo do material tumoral. Os cortes
histol6gicos obtidos foram corados pelas técnicas de hematoxilina e eosina (HE), tricrémico de Masson (TM) e reticulina.

Em relacdo ao grupo de AHs, foram avaliados os prontudrios médicos de pacientes de ambos 0s sexos com esse
diagndstico que foram operados no HC/Unicamp no periodo de janeiro de 2012 a marco de 2022. Foram tabelados os dados
clinicos (sexo, idade ao ser realizada a abordagem operatoria), classificacdes de Knosp e Hardy, em funcdo dos dados
radioldgicos, e achados histopatoldgicos (incluindo as classificagfes da OMS de 2017 e 2021). A partir disso, foram separados
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espécimes representativos de material dos pacientes selecionados sendo realizada a identificacdo dos tipos de AH por meio de
imunomarcacéo.

Na etapa seguinte, essas laminas foram escaneadas e digitalizadas manualmente pelo uso do software ImageJ® para
realizar a captura de imagens representativas de 10 campos histoldgicos aleatérios nas laminas digitais.

Assim, iniciou-se a analise qualitativa da positividade nuclear para proteina p53, onde, com o uso do programa ImageJR
foi feito o processamento dos 10 campos selecionados por meio do plugin IHC Profiler, que gera um contraste binario
(Thresholding), em preto e branco, onde o operador define visualmente o ponto de corte na escala de cinza que mantenha a
marcacdo nuclear mais fidedigna possivel a das imagens coloridas (caracteristicas da marcacdo, ou seja, intensidade e contraste
com o fundo). Assim, é calculado o quociente de imunomarcacdo, pixels positivos em relagdo ao total de pixels na imagem, que
contempla a distribuigdo de positividade na &rea amostrada em porcentagem.

A analise da reacdo imuno-histoquimica de Ki-67 foi feita de maneira quantitativa, pela contagem de estruturas marcadas,
nacleos positivos para Ki-67, em 10 campos de grande aumento (objetiva de 40x), com a utilizagdo do programa ImageJ®. Dessa
forma, foi computada manualmente a quantidade precisa de ndcleos positivos em relacdo ao total de ndcleos, gerando uma
porcentagem de nucleos positivos.

Os dados obtidos da etapa anterior foram tabelados e processados por meio de analise estatistica. As variaveis categoricas,
como os dados clinicos, foram submetidas a uma analise descritiva com apresentacdo em tabelas de frequéncias, enquanto as
variaveis continuas foram analisadas segundo medidas de posi¢do (como média e mediana) e dispersdo. Para comparacdo de
medidas continuas entre 2 grupos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney e, para 3 grupos, o teste de Kruskal-Wallis. O nivel de
significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%.
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Figura 1. Avaliacio semiquantitativa de imunomarcacio em corte histolégico de adenoma de hipéfise por meio do programa ImageJ®.
As imagens apresentadas em A, B e C sfo do mesmo campo histoldégico e correspondem, respectivamente, a imunomarcagio por
peroxidase/diaminobenzidina contracorada com hematoxilina, deconvolugio do canal para diaminobenzidina e processamento para aumento de
contraste binario (thresholding). Em C, notar que as estruturasiregides evidenciadas em preto mantém as caracteristicas da marcagdo e
distribuicdo observadas nos campos A e B (onde a positividade aparece sob a forma de precipitado marrom). Detalhes da utilizacdo do programa
e interpretacdo dos dados s3o apresentados no texto. Barra de escala: 50 um (A - C).

RESULTADOS

Na presente casuistica, a maioria dos individuos foi constituida por homens (63% dos pacientes). Ainda, com relacdo aos
dados clinicos, a média de idade em que os individuos foram submetidos a procedimento cirdrgico para resseccao dos AHs foi
de 49.8 + 14.4 anos (média + desvio-padréo).

Com relagdo as andlises imuno-histoquimicas para avaliar os marcadores de atividade proliferativa celular, verificou-se
diferenca entre os grupos controle e AH com relagdo ao percentual de area positiva para p53. Especificamente, foi observado
valor médio maior no grupo AH (0.148 * 0.044; média * desvio-padrdo) em relacdo ao controle (0.086 + 0.020; p=0.0022). No
entanto, ao se avaliar o percentual médio de nucleos marcados para Ki-67, ndo foi observada diferenga estatistica entre os grupos.

Ainda, considerando os pacientes como portadores de AH com diferentes graus de invasdo tumoral (alto e baixo grau)
segundo as classificagGes de Knosp e Hardy, foram investigadas eventuais diferengas com relagdo a expressao dos marcadores
de atividade proliferativa celular. Especificamente, ao se considerar o percentual de area positiva para p53 em tumores
classificados pela escala de Knosp, ndo foi observada diferenga significativa entre as lesdes de baixo e alto grau (p=0.3787). O
mesmo foi verificado com relagdo aos graus de invasdo na classificacdo de Knosp e o percentual médio de nucleos imunopositivos
para Ki-67 (0.5034).

Ao se considerar os graus de invasdo segundo a classificacdo de Hardy, também ndo foi observada diferenca entre os
grupos de baixo e alto grau quando foi avaliado o percentual de area positiva para p53 (p=1.0000) e o percentual médio de nicleos
marcados para Ki-67 (p=0.2476).
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A presente casuistica foi constituida predominantemente por homens (63%). Este achado diverge de relatos e séries
prévios da literatura, segundo os quais 0s AHs predominam em mulheres. Uma possivel explica¢do para tal divergéncia seria que
a maior parte dos AHs é do tipo lactotréfico, os quais tém como primeira escolha de tratamento a abordagem farmacoldgica (e
ndo cirdrgica). Como o material utilizado para a andlise histoldgica do presente estudo é proveniente de espécimes obtidos em
procedimentos cirurgicos, 0os casos com tratamentos diferentes desta abordagem néo integram a casuistica aqui apresentada.

Ainda, a média de idade dos individuos com AHs no presente estudo foi de 49,8 anos. Essa média pode ser considerada
elevada em relacdo a outras pesquisas feitas previamente sobre a epidemiologia dos AHs, as quais mostraram que a maioria desses
tumores sdo diagnosticados mais precocemente em mulheres jovens do que em homens, devido a alta prevaléncia de AHs
lactotréficos (antes chamado de prolactinoma) em individuos do sexo feminino em idade fértil [27].

Em relacdo aos estudos imuno-histoquimicos para avaliacdo de atividade proliferativa celular por meio do marcador Ki-
67, a literatura demonstra dados controversos. De fato, hd sobreposicdo consideravel, com relacdo ao percentual de ndcleos
imunomarcados para Ki-67, entre adenomas néo invasivos e invasivos, bem como entre adenomas e carcinomas hipofisarios.
Além disso, ndo ha relacdo direta entre o indice de marcacdo de Ki-67 e invasividade tumoral, tamanho do tumor hipofisario,
fracdo de crescimento e recorréncia. Ainda, varios estudos encontraram associa¢des conclusivas de indices de marcacao de Ki-
67 com comportamento agressivo, tamanho e/ou subtipo de AH, ao passo que outras investigacdes ndo obtiveram as conclusdes
semelhantes [28]. Neste contexto, estudos retrospectivos como o de Glebauciene et al. [29] evidenciou associacdo direta entre a
expressao de Ki-67 e a invasdo de AHs. Por outro lado, a mesma associacgao nao foi verificada com relacéo as escalas de Knosp
e Hardy. Ja Burman P et al. [32] reportaram relacdo direta entre o marcador p53 e o Ki-67, em que expressdo de p53 > 10%
células foi associada a indices de Ki67 mais altos em comparacio com expresséo de p53 em menos de 10% das células. E possivel
que metodos diferentes para avaliacdo da expresséo tecidual de p53 e Ki-67, incluindo a consideragéo da positividade do primeiro,
tenham contribuido com a discrepancia de conclusdes sobre o carater preditivo de prognostico destes marcadores.

Especificamente, o marcador p53 tem valor prognéstico inconclusivo quando considerado de forma isolada. No estudo
de Thapar et al. a imunorreatividade de p53 esté correlacionada com a invasdo do tumor, sendo positiva em 15% dos adenomas
invasivos e em todos os carcinomas hipofisarios, mas estd ausente em adenomas ndo invasivos. Desta forma, tais autores
consideraram o p53 como um indicar de agressividade em AHs [30]. Entretanto, outros pesquisadores observam gue ainda faltam
valores de corte especificos para se considerar imunopositividade para p53, assim como critérios bem estabelecidos para “indice
mitotico elevado” [31]. Desta forma, como mencionado acima, a falta de critérios objetivos para se avaliar parametros histoldgicos
pode levar a falta de conclusdo sobre a importancia da proteina p53 no comportamento biolégico/padrdo de crescimento
(agressivo/invasivo) de AHs.

Por fim, na presente casuistica, ao se considerar os dados histol6gicos de atividade proliferativa celular dos AHs
(percentual de &rea positiva para p53 e percentual médio de nucleos marcados para Ki67), ndo foi verificada diferenca estatistica
entre os grupos de alto ou baixo grau de invasao local conforme as classificacdes radioldgicas utilizadas. E possivel que os valores
baixos de média que foram verificados para os dois marcadores no presente estudo ndo permitam discriminar grupos de
comportamento bioldgicos distintos. De qualquer forma, é importante ressaltar que o método apresentado aqui para avaliacdo de
expressao de p53 € original e objetivo, permitindo que seja usado em outras analises com casuisticas maiores.

Em conclusdo, neste trabalho, foram comparadas amostras de hipo6fise normal e AHs para avaliacdo de parametros
histologicos de atividade proliferativa celular (imunoexpressao de p53 e de Ki-67). Além disso, buscou-se identificar diferengas
entre lesdes com baixo ou alto grau de invasao local considerando-se tais parametros. Especificamente, os presentes dados apoiam
aumento da expressao tecidual de p53 em AHs, em comparagdo com tecido hipofisario normal. Nao foram verificadas diferencgas
com relacédo a expresséo tecidual de Ki-67 entre AHs e hipdfise normal nem com relagdo a expressao de p53 entre tumores com
baixo ou alto grau de invaséo local. Ainda que a importancia biolégica destes achados histoldgicos esteja em discussao para AHs,
0 presente trabalho apresenta uma proposta de avaliacdo digital das imunomarcagdes para p53 e Ki-67 de forma objetiva e
reproduzivel, a qual podera ser empregada em futuros trabalhos que visem investigar outros parametros histologicos de AHs e
associa-los a dados de evolugéo e prognostico.
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